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   One of the most important features of urothelial cancers of the bladder and upper urinary tract is 
metachronous and/or synchronous multifocal occurrence with high frequency. Since such multifocal 
recurrent umors are derived from a common transformed cell, the chronological tracing of genetic 
alterations in such multifocal tumors may reveal the precise timing and role of genetic alterations in 
urothelial carcinogenesis. 
   In this study, we tested the presence of microsatellite alterations in synchronous and/or 
metachronous multifocal urothelial cancers to examine the chronological genetic alterations for the 
presence of hierarchy of genetic alterations in urothelial cancer development. Genetic alterations at 20 
microsatellite loci on 8 chromosomal rms (2q, 4p, 4q, 8p, 9p, 9q,  11p, and  17p) were tested. Judging 
from the patterns of allelic deletion and microsatellite shifts, multifocal tumors in at least 21  (81%) of 
the 26 evaluable patients were considered to be derived from a single progenitor cell. In patients with 
multifocal tumors of an identical clonal origin, discordant microsatellite alterations were observed at 
significantly lower frequencies on chromosome 9 compared with those on the other chromosomes 
tested. The heterotopic spread and genetic divergence may occur long before the clinical 
manifestation ofmultiplicity from a single transformed cell. The data strengthens the previous view 
that heterotopic spread of transformed progenitor cells and genetic divergence occur after chromosome 
9 alterations in most of urothelial cancers. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  46: 749-755, 2000) 
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緒 言
近年泌尿生殖器癌 を含めた多 くのヒ ト癌で多段 階発
癌 と進展の メカニズムが分子遺伝学 ・生物学的研究 に
より解明 されて きた.従 来の研 究は,様 々な病期 の腫
瘍 を解析 し,初 期病 変で もしば しば検出 される異常
を,earlyeventまた はratelimitingな異 常 とみ な
し,進 行癌 で検 出されるが初期病変で検出 されない異
常 を,進 展 に関与す るlateeventの異常 と想定 して
きた1・2)すなわちさ まざ まな病期,異 型度 の腫瘍の
遺伝子異常 を解析 し対比する ことで,あ たか も遺伝子
異常の蓄積 と腫瘍の進展が呼応 しているような図式が
示 されて きた1)し か し,こ れ らは腫瘍 の成長段階で
のsinglepointで採取 された検体デ ータを基 に推論 さ
れた結果であ り,経 時的にヒ ト癌 の遺伝子変化 を追跡
したデー タは数少 ない.
一方,尿 路上皮癌 には同時性,異 時性 の多発性 とい
う特徴があ り,特 に膀胱癌で は内視鏡的治療が しば し
ば行 われ るため,遺 伝子異常 を経時的に追跡で きる可
能性があ る.し か し,こ の解析 には異所性 ・異時性再
発 が 同一 ク ロー ン(singleprogenitorcell)由来 であ
るこ とを明確 に しておか ない と結果の解釈 が困難 とな
る.
本研 究 はmicrosatellitemarkerを用 いた分子 遺伝
学的解析 を同時性 ・異時性の多発尿路上皮癌 を対 象 と
して行 い.多 発 腫瘍 のクローンの起源 を明 らか にして
お き,そ れらの遺伝子変化の経時的追跡 に より,遺 伝
子変化 のhierarchyの存 在 を検 討 した.さ らにmic一
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rosatelliteの異 常 と は 別 のgeneticmarkerとし て,
第9染 色 体 のCpGmethylationの異 常 に つ い て も検
討 し た,
対 象 と方 法
1対 象
1990年5月か ら1999年10月までの期 間に京都大学,
秋 田大学お よび関連施設において,尿 路上皮癌 に対 し
て手術 や剖検 を施行 された64例か ら得 られた127検体
の腫瘍組織 および良性疾患 の患者 または腎移植 ドナ ー
か らの11例の正常尿路上皮組織 を対象 と した.こ の う
ち30例か らは93検体の同時性.異 所性多発尿路上皮癌
組織 を解析 した.コ ン トロール として患 者の末梢血 ま
たは正常腎組織 を用いた.
2.DNA抽 出
新鮮 凍結組織 な らびに末梢 血か らproteinase-K処
理,pheno1/chloroform抽出によ りDNAを 得た.腫
瘍 組織 はDNA抽 出に供 す る部 に隣接 す るスライス





検 出の詳細 は他論文 に記載済みであ る3・4)6つの染
色体上の20のマ ーカーを用 いたが,こ れ らは現在 まで
の尿路上皮癌 を対象 とした分子遺伝学的解析 によ りし
ば しば異常 の検 出されて きた染色体である2β'5'7).さ
らに一部の症例では第9染 色体上 の詳細 な欠失領域 を








マー カー の 詳 細 はGenomeDatabase(http://gdb
www.gdb.org/)から得 た.マ ー カー プラ イマ ーの片
方 を32Pでエ ン ドラベ ル し,ポ リア ク リルア ミ ドゲ




件 を満た してい る8'9)このexon1の20カ所 のCpG
site(シトジンーグアニ ン配列)の メチ レーシ ョンを評
価 した.ゲ ノムDNAをbisulfiteにて化学修飾 す る
と,メ チ ル化 されてい ないシ トジ ン(Cyt)はウ ラシ
ル(Ura)に変 化す るが,メ チ ル シ トジ ン(M-Cyt)
は変化 しな いlo)PCRプ ライマーをCpGsiteを避
け る よ う に 設 定 す れ ばCpGsiteの メ チ ル 化 に 左 右 さ
れ ず 増 幅 可 能 で き,増 幅 さ れ た 領 域 内 のCpGsiteの
メ チ ル 化 の 状 態 をPCR産 物 のdirectsequenceによ
り評 価 で き る.こ の と きUraはPCR増 幅 に よ り・
チ ミ ン(Thy)と な る 。genomicDNAのbisu脆te処
理 はFrommerら の 方 法 に よ り行 っ た10)PCRに て
DBCCRI.exonl内 の218bpの フ ラ グ メ ン ト を 増 幅
後,ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 後 に 抽 出 し,同 じ プ ラ イ
マ ー でSequencer(ABI377)を用 い て シ ー ク エ ン ス
を 行 っ た,メ チ レ ー シ ョ ン の 程 度 はCpGsitcのCyt
とThyの シ グ ナ ル 比 で 評 価 し た ・ メ チ レ ー シ ョ ン ス






と 定 義 し た.
結 果
1.多 発尿路 上皮 癌症 例 の クロー ン由来一ASingle
ProgenitorHypothesisvsFieldDefectHypo-
thesis一
同時性や異時性 の多発尿路癌30例か らの93検体 につ
い て,多 発 症例 の どの程 度が 同 一 ク ロー ン由来(a
singleprogenitorcellorigin)か,またはfielddefect
に よる複 数 ク ロー ン 由来(multipleprogenitorcel
origins)かをマ イクロサテライ トマーカーを用 いて解
析 した.今 回の解析 では89/93(96%)がgrade1・-2,
Ta-Tlの 腫 瘍 で あ っ た.こ れ はlowgrade/10w
stageの腫瘍 に異時性多発 の機 会が多か ったため と考
え られる.複 数 の腫瘍が 同一 クロー ン由来 かの判 定
は,microsatelliteshiftの一致(Fig.1),アレルの部
分 欠失 領 域(partialdeletionまた はsubchromoso-
malallelicdeletion)の一致,ア レルの欠失 のパ ター
ン(2本 のア レルの どち らかが欠失 しているか)の 一
致,と ア レル欠失 の頻 度(Fig.1)などの遺伝子 変化
が,腫 瘍 間で偶然 に一致する確率 が,過 去 の文献 よ り
5%未 満 とされ る場合 を同一 クロー ン由来 と判 定 し
た4)遺 伝子 異常 が まった く認め られない症例 はこの
判定 よ り除外 した.こ れ らの判定基準 に よ り,多 発腫
瘍が同一 クロー ン由来 と判定 されたの は,26例の評価
可能症例中,21(81%)であ った.遺 伝子異常 が検 出
で きなか った例 を考慮す ると,同 一 クロー ンと判定 で
きる割合 はさらに増 える可能性があ ると考え られた.
2.多 発尿路上皮癌 の経時的観察一 第9染 色体 の重要
性一
先 の解析で多発腫 瘍が同一 クローン と判定 された21
症 例の うちにつ い て,調 べ た どの染色 体 の異常 に一
羽渕,ほ か 尿路上皮発癌 第9染色体異常 751
致,不 一致が認め られるか を検討 した.1例 をFig.2





































9qの同 じア レルに部 分欠失 が認め られた.染 色体9
の詳細な欠失マ ッピングのデータよ り,こ うい った同
じ部分欠失 が同 じアレルに偶然生 じる確率 は非常に低
いと考 えられる3・11).したがって これ らの4腫 瘍 は同
一 ク ロー ン由来 とみ な され る.と ころが他 のllpや
17pの異常には不一致が認め られる.し か も第9染 色
体 に異常 をきた した細胞が腫瘍 として臨床的に検 出さ
れ るかな り以前 よ りclonalexpansionをきた した と
考え られた(Fig.3).同様 な解析に より21例を検討す
ると,他 の染色体異常に比べ て第9染 色体 の異常 は多
発腫瘍 間で非常 に一致率 が高 いこ とが わかった(Fig.
4).この うち13例は再 発例(異 時性 多発腫 瘍)で あ
り,時 間的な隔 た りがあって も同様 の傾向がある こと
が わか った.以 上の結果 よ り,経 時 的観察 によって も
第9染 色体 の異常が尿路上皮発癌 の非常 に初期 に起 こ
ることが示 された.さ らに第9染 色体の異常 だけで は.
腫瘍形成 に至 らないが,こ の細胞 は多発腫瘍 を形成す






Tumor1▲ ● ○ ●
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同定 のマ ーカー として,そ の他の染色体異常 を進展 に
かかわる異常 として解析 を行 うことで,従 来の病理学
的診断で は明確 にで きなか った多発尿 路上皮癌 の進
展,転 移のシナ リオが明確 にで きる例 もあ る.
1例を提示 す る(Fig.5).症例(#22)は男性で,
54歳時 に左 腎孟癌(TCC,G2,pT2NOMO)に対 し
腎尿管全摘除術 を受 けた.8カ 月後浸潤性膀胱癌が発
見 され,膀 胱全摘除術施行,膀 胱癌 はG2<3,pTlb
であったが,膀 胱全摘 の際,左 腸腰筋か ら総腸骨動脈
付 近 にび まん性病変 があ り,生 検 を行 った ところ,
G3のTCCで あった.こ の時点で この後腹 膜病 変が
腎孟癌か膀胱癌由来かは不明であった.そ の後,全 身
化学療法,放 射線療 法を行 ったが,18カ月後肺転移,
肝転移 をきた して死亡 した,初 発時の腎孟腫瘍,そ の
後の膀胱腫瘍,さ らに剖検で得 られた肺の転移病変2
個(い ず れ もTCC,G3),肝 転移腫瘍1個(TCC,
G3),左後腹 膜病 変部1個(TCC,G3)を 採取 し,
DNA解 析 を行 った(Fig.6,7).まず,腎 孟 と膀胱
腫瘍 の解 析で は,両 腫瘍 とも9pは 正常,9qに は同




稀であ り3'ID,両腫瘍が 第9染 色体 の同 じアレルに稀
なbreakpointを偶然 に持つ とは考 え られないこ とよ
り,両 腫瘍 は同 じ起源(ク ローン)由 来 と判定 した.
他の染色体 には不一致が認め られ,腎 孟腫瘍 には17p
の み欠失が あ り,膀 胱癌 には2q,4p,llp,17pに
欠失が あった.特 に17pの 欠失 ア レルは両腫瘍 間で
逆転 してお り(Fig.6),両腫瘍由来の鑑別 にきわめて
有用であることが判 った.次 に剖検で得 られた腫瘍の
解析 を行 うと,肺 転移,肝 転移 の3つ の腫瘍 はいずれ
も膀胱癌 とまった く同 じ遺伝異常があ り,後 腹膜転移
巣 は17pの 欠失 アレルか ら腎孟腫瘍 由来で あるこ と
が判 った(Fig.7)。さらに後腹膜転移巣 には腎孟癌で
は見 られ なかっ た2qと4pの 欠失 が加 わって いた
(Fig.7).
9pgq2q4pllp17p
1=腎孟癌 ○ ▲ ○00●








































6:後 腹膜 浸 潤
○ ▲ ● ● ● ■
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この症例 は数点で示唆 に富 んで いる.① 腎孟癌 や膀
胱癌が臨床 的に明 らか になるかな り前 より(少 な くと
も8カ 月),9qに異常 を持つ細胞がなんらかの機序で
腎孟 と膀胱 に進展 し,そ の後,別 の遺伝子異常 を伴 い
なが ら腫瘍 を形成 したこ とになる(Fig,8).②本例で
は腎孟尿管全摘 除術 も膀胱全摘除術 も根 治療法 として
は成功 していないこ とが明 らかにされた。③ おのおの
の腫瘍は形態的には区別で きないが,明 らかに転移様
式に違いがあ った.膀 胱 癌 は病期 はTlbに もかかわ
らず,遠 隔転移 とい うポテ ンシ ャルは非常 に高 く,一
方腎孟癌 は局所 に浸潤傾向があったが遠隔転移能 は乏
しかった可能性 が高 い.④ さらに腎孟癌 の後腹膜進展
に伴 って2qや4pの 欠失 が加 わってい ることよ り,
これ らの染色体 に尿路上皮癌 の悪性度 に関与す る癌抑
制遺伝子 が存在 す るこ とが示唆 され た.⑤ 最 後 に,
9qに異常 のある細胞 をなん らかの方法 で早期 に検 出
で きれ ば,少 な くとも膀胱癌 に関 して腎孟癌治療の時
点 で同時に治療 を開始で きた可能性がある.
4.染 色体9q32-33にお けるメチル化異常
以上の結 果 より,尿 路上皮癌 の発生,さ らには今後
分子遺伝学,生 物学的手法 を利用 した診断,治 療 を考
えてい く上 で第9染 色体 の異常 が重要 であ るこ とが
判 った.現 在 までの諸文献 か ら9p,9qと もに重要 な
癌抑制遺伝 子が存在す る と考 え られ る8'll'14)9pに
はCDKNinhibitorの1つで あ るpl6遺伝子 が同定
されてお り,尿 路上皮癌 の抑制遺伝子 として矛盾 はな
い12'13)一方9qに 関 しては未 だに確定 的 な抑 制遺
伝子 は同定 されていない,筆 者 のひと り(TH)ら は,
9q32-33にそ の候 補 領 域,DBC1(DelctedinBlad-
derCancer1)があるこ とを同定 し8・14),さらに同領
域 よ り新 た な遺 伝 子DBCCR1を ク ローニ ン グ し
た9)こ のDBCCRIが 尿路上皮癌 の抑制遺伝子で あ
る か は 明 ら か で な い が,尿 路 上 皮 癌 で 高 率 に
DBCCR1の5'領 域 にhypermethylationが起 る こ
と,こ のhypermethylationによ り,DBCCRIの 発
現が抑制 されることが判 っている9)ま た遺伝子 の5'
領域 に存在す るCpGislandのhypermethylationが
起るこ とで遺伝子 の発現異常(低 下)や ゲ ノムの不安


































































まず病 期,異 型度 別 に解析 を加 えた がhyperme-
thylationとの関連はなか った(Fig.9).またhyper-
methylationの程度 とLOHやmicrosatclliteshiftな
ど他 の遺伝子異常 との関係 も明 らかでなか った。 さら
に良性疾患患者 や腎移植 ドナーの正常尿路上皮ll例の
CpGmethylationを解析 した.興 味あ るこ とに腫瘍
に比べて非常 にわずかであるが,加 齢 と共 に正常尿路
上皮で もhypermethylationが進 んでい く所見 が認 め
られ た(Fig.lo),最後 に21例,44の多発尿路上皮癌
で解析 を行 った.多 発腫瘍 問でmethylationpattern
が 一致 してい たのは21例中13(62%)例であ った.
methylationpatternの一 致,不 一 致 は腫 瘍 が 異 時
性 ・同時性多発か に関係 ないが,経 時的には後発の腫
瘍でmethylationが進 む傾向があった.
考 察
本研究では尿路上皮癌 の同時性,異 時性の多発 とい
う特徴 を生か して,他 の ヒ ト癌では困難 な経時的観察
を行った.
その結果,従 来 の見解 どお り尿路上皮発癌 進展 に
お い て は9p,9qの 異 常(LOHやmicrosatellite
shift)はきわめて初期 に起 っていることが判 った.ま
た9pや9qの 異常 が尿 路上 皮 発癌 のratelimiting
factorであ り,こ の染色体上 の抑制遺伝子がいわゆる
発癌のgatekeeperl7)である可能性が示唆 され た.さ
らに多発腫瘍 の解析 を行 うことで以下の ことが示唆 さ
れた.す なわち,① お もに表在性 の多発尿路上皮癌 症
例 では,(少 な くとも)約80%は 同一 クローン(単 一
細胞)由 来 と考 えられ る.② 表在性尿路上皮癌 の多 く
は再発 を繰 り返 しても遺伝 的には安定であるが,一 部
の例では遺伝子異常の多様性が認め られる.こ の遺伝
子異常 の多様性 は第9染 色 体の異常 が生 じた後 に起
る.③ 第9染 色体 の異常が生 じても,臨 床的 に腫瘍 を
形成せず にdormantな状態 が長期 に存在 する.④ 第
9染色体(遺 伝子)に 異常 をきた した尿路上皮細胞 は
それだ けで は腫 瘍形成 に至 らな くて も,尿 路 内を進
展,播 種す るpotcntialを備 えている.
クローンの由来 を明確 に した上で,経 時的な観察 を
行 うことでおのおのの遺伝子異常 の意味づけが可能で
ある.提 示 した症例#22はこの良い例である.ま た従
来の形態病理 では明 らかにな り得なかった転移巣 の由
来,治 療の正当な評価が明確 にで きた.さ らには,本
例では初発の腎孟腫瘍発見の時点で膀胱 に も第9染 色
体 に異常 を もった細胞が存在 したはずである.も し第
9染色体異常 をもった細胞を検 出で きたな ら,こ の時
点で治療 を開始で き,患 者の延命 に寄与で きた可能性
があ る.
第9染 色体のLOHやmicrosatelliteshift,さらに
は癌抑制遺伝子の変異な どの遺伝子異常 よ り早期 に起
る可 能性 のあ る遺伝 的異常 があ るの だろ うか・9q上
のい くつ かの癌抑 制遺伝 子の候補 領域 の1つ であ る
9q32-33に存在 す るDBCCRIの5'領 域 のmethyla-
tionを調べ る と,そ の程度 は腫瘍 の異型度,病 期 に
関係 ないが,加 齢 に伴い正常尿路上皮で もわずかなが
ら進行 して い くこ とが判 った.異 常methylationに
よ り,本 来発 現 す べ き遺 伝 子 の発 現 低 下 消 失 や
genomicinstabilityが起 りうる可能性がある ことが知
られて いる15・16)この こと より尿 路上皮癌発 症 の基
礎 として,加 齢 に伴 う9qのmethylationが関与 して
い る可能性 が示唆 され る18)健常者 で も認 め られる
正常尿 路上皮 のmethylationの程度 と尿 路上 皮発 癌
との関係 は今後興味 ある問題である.さ らに発癌 早期
の異常methylationが9qだけ に生 じている ものか,
その他 の進展 に関与す る染色体 では違 ったタイ ミング
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